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2�4�1� DNA �� 
� ��� DNA ��� CTAB ��Doyle & Doyle, 1987�m������1�����
������m 2 ml �������������01.5 ml �����������
��BIO-BIK 1005-39�m�������1��� CTAB ������2%����
�������������CTAB�0 0.1M Tris HCl�pH8.0�02.0mM EDTA�pH8.0�0
1.4M NaCl00.1%�v/v�β-�����������250 µl m��0�������
�IWAKI ALB-120��� 55℃020 �����������1��� CIA ����
����������������0 24:1 v/v�m 250 µl ��0����Scientific 
Industries VORTEX-GENE 2�m�������1���0���������
�HITACHI himac CF15R�m��������15,000 rpm × 5 �020℃�m��0�
� 150 µl m 1.5 ml ���������1���-20℃�������������
150 µl m��0�����0�����15,000 rpm × 10 �04℃�m���1���
�������� DNA m�������0�������m���1����-20℃
� 70%����� 250 µl m��0������1�����15,000 rpm × 5 �04℃�
m���0��m���1������m������������� 10 ���
�����0�����m����1��� 25 µl ��� 50 µl � TE �����
�0.01M Tris-HCl00.001M EDTA�pH8.0��m������m���0DNA ���
��-20℃�����1 
 
2�4�2�������� rbcL ��� PCR ��� DNA ��� 
� �������������������� DNA m�����0��� rbcL �
���� 1,200 bp ���m������ aF3 �� cR3 ���������m���
PCR ��m���1������������m� 1 ����1���� 1 ���
����0Prime STAR Max DNA Polymerase�TaKaRa�5 µl010 µM ������� 
0.6 µl0��� 3.3 µl0Template DNA 0.5 µl ����������1�������
� 95℃ 10 �������������0��� 98℃ 10 �058℃ 10 �072℃ 5 �
m 35 ����0��� 72℃ 7 �����������������Applied 
Biosystems GeneAmp PCR System 9700�m����1PCR�����ExoStar�illustra�




2�4�3�AM � 28S rDNA ��� PCR ��� DNA ��� 
� ������������ DNA�2�4�1�DNA ���m���0AM � 28S rDNA
��� nested PCR �����m���1�������� 28S r DNA ��m���
����� LR1 ��� DNA m��������� FLR2 � 2 ���������
m��� 1st PCR m��0�� AM ����� FLR3 �� FLR4 ��������
� 2nd PCR m��0� 350 bp � DNA m����1��������������
1 ����1����������� PCR ���������1��������
� PCR �� 95℃ 10 �����098℃ 10 �055℃ 10 �072℃ 5 �m 35 ����0
��� 72℃ 7 ������1PCR ���������������������1 
 
2�4�4������������0���� 
� Big Dye terminator v3.1 ��� m����������m���1���� rbcL
����������� aF30cR30bF0aR � 4 ��������m0AM �� rDNA
�������� FLR3 � FLR4 � 2 ��������m������ 1�1���
����� 96℃ 1 �����096℃ 10 �050℃ 5 �060℃ 1 �m 25 ����04℃ 
∞�����1��������0������DNA ������ABI 3130 Genetic 
Analyzer�Applied Biosystems) m������1������m ChromasPro 1.5
�Technelysium�m������0MEGA7�Kumar et al., 2016)��������m
���1��������0BLAST ���NCBI����0DNA ��������
�� rbcL ���������������m����1���0��������









aF3  5’-ATGTCACCACAAACGGAGACTAAAGC-3’ Forward Hori et al.  2018
cR3  5’-GCGGCAGCCAATTCCGGACTCCA-3’ Reverse Hori et al.  2018
bF  5’-TATCCCCTGGATTTATTTGAGGAAGGTTC-3’ Forward Hasebe et al.  1994
aR  5’-CTTCTGCTACAAATAAGAATCGATCTCTCCA-3’ Reverse Hasebe et al.  1994
LR1 AM 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3’ Forward van Tuinen et al. 1998
FLR2 AM 5’-GTCGTTTAAAGCCATTACGT-3’ Reverse van Tuinen et al . 1998
FLR3 AM 5’-TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT-3’ Forward Gollotte et al. 2004
FLR4 AM 5’-TACGTCAACATCCTTAACGAA-3’ Reverse Gollotte et al.  2004
� ��� �������� 645. ��� ���� ����6��� ��� ��� �������������
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AM ������0BLAST ���NCBI������0DNA ����������
rDNA ��������1�����0����������������� 97%
��������� AM � MOTU��������������������1�
�� AM ������097%��������������0MEGA7 �����
NJ ��Saitou & Nei, 1987�0Kimura 2-parameter model�Kimura, 1980�������
�����1 
 
2�5������������������ AM ������ 
2�5�1��������  
� FAA �������������������������50%060%070%0
80%090%099.5%�� 1 ����0����1��� 2%����� in 50%���
��������� 100%������ 1 �������1��� 100%�����
�������� 1 �����1 
� ��������0��������1100%����������������
�KULZER Technovit 7100����0��������������1������0
��������� 2�1 ��� 1 ��01�1 � 1 ��01�2 � 2 ��0����
� 24 �����1���������� 15�1 �������0��� 300 µl �
������������1�������������0����������






� ��0�������Marshall SCIENTIFIC Leitz 1512������0�����
�-������������03 µm �����������1��������
�����0������������������160℃����������







1) 2%�����ZnCl2)��� 1 � 
2) �� 1 � 
3) �������� 5 � 
4) ��� 5 � 
5) ���������0.2%����������� 6 ��60℃ 
6) �� 5 ��2 � 
7) ��� 5 � 
8) 2%������5%�������� 30 � 
9) �� 5 ��2 � 
10) ��� 5 � 
11) 5%�������� 45 � 
12) �� 2 � 
13) 0.2%������������ 1 � 
14) �� 2 � 














KOH ������������ 60������30 ������ 10% KOH m���









� ������� 3 ������������0�� 283 �����������
����������1����0181 ������ rbcL � PCR �������1
������0�������������� Osmunda banksiifolia�C.Presl) Kuhn0
������ Cyathea spinulosa Wall. ex Hook.0��� Cyathea ogurae �Hayata) 
Domin0���� Cyathea mertensiana�Kunze) Copel.0�������������
�������� Lindsaea repanda Kunze0���������������� 
Histiopteris incisa�Thunb.) J. Sm.������ Microlepia strigosa�Thunb.) C.Presl0
�������������������� Pteris boninensis H.Ohba0�����
������������ Asplenium trigonopterum Kunze0���������� 
Thelypteris parasitica (L.) Tardieu0����������� Diplazium wichurae�Mett.) 
Diels ������� Deparia bonincola�Nakai�M.Kato0�����������
� Ctenitis lepigera�Baker) Tagawa ����������� Cyrtomium falcatum 
�L.f.) C.Presl subsp. australe S.Matsumoto0����������  Nephrolepis 
cordifolia�L.� C.Presl � 10 � 15 ��������������������1�
�� 15 ����07 ����������08 ����������1�����
�����02014����02016����02017���������������
2 ��D1 










3�2��������� AM ������� 
� ���� AM �������m� 6 ��������������������
�0������ 11 ����������0��0���0����������
���0�����0������������0����0������0��
����0��������25 ���� AM �� rDNA � 25 ���������
������0����� Glomus ������ 6MOTUs�Glo1~Glo6�0����
����� Septoglomus ������ 1MOTU�Sep1�0�������� Acaulospora
������ 1MOTU�Aca1�0���� AM � 5MOTUs�Unc1~5�0������
����� DNA ��������������� AM � 5MOTUs�New1~5��0
�� 18MOTUs �������������� 18MOTUs �����������
����������������0����� Glo10Glo20 Glo30Glo40Glo50
Glo60Unc10Unc30Unc40Unc50New20New40New5 � 13MOTUs0�����




























 u. Glomus (KP265028)




 Rhizophagus intraradices (EU234492)
 F. mosseae (AY769968)
 Rhizophagus cf. intraradices (AY639303)
 R. intraradices (AY541905)
 G. sp. 26 ZHNL-2013a (KF836905)
 u. Glomeromycotina (EU118714)
 cl003
 Rhizophagus clarus (AJ510243)
 u. Glomeromycotina (AB280263)
 uncultured Glomeromycotina (EU118722)
 uncultured Glomeromycotina (AB280258)
 cc003
 G. sp. (MF335888)
 G. sp. (MF337354)
 u. Glomus (AB710219)
 cc008
 G. sp. (MF340131)
 G. sp. rp40 (AM040420)
 u. Glomeromycotina (JF717428)
 ch048
 cc006
 Glomus microaggregatum (AF389021)
 u. Glomeromycotina (JX096618)
 u. Glomeromycotina (GQ149186)
 ch007
 hs008
 u. Glomeromycotina (DQ468714)
 u. Glomerales (KC411264)
 cc005
 cc007
 u. Glomus (AB369764)
 G. sp. lpp23 (AJ459367)
 G. sp. hr11 (AM040407)
 ca003
 G. sp. (MF338378)
 ch080
 ca005
 u. Glomerales (KC411360)
 G. sp. BG4 47 (KY114650)
 ch072
 u. Glomeromycotina (KJ484695)
 hs069
 u. Glomeromycotina (JF798533)
 u. Glomeromycotina (JF798534)
 ch021
 uncultured Glomeromycotina (FJ566198)
 u. Glomus (KP265030)
 ch043
 u. Glomus (AB750744)
 G. sp. (MF339326)
 Septoglomus constrictum (MH590070)
 u. Septoglomus (KM879863)
 hs047
 hs058
 u. Glomeromycotina (AB893071)
 ch074
 u. Glomeromycotina (JF798569)
 Gigaspora rosea (AM040348)
 Acaulospora spinosa (AF378429)
 A. sp. (KY565429)
 hs052
 A. foveata (LN736027)
 u. Acaulospora (HM570008)
 hs056
 u. fungus (HQ857180)






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































������� 13 �� AM ������������������������
����� 9����0������������ 2 �������������
����1 �������� 100%���������������������
��02 ��� 100%����������������������������






���������� 3 ���� 2 ��������0������������
� 100%���������0��� 1 ������M���0���������




���02016�1��������������� 100%� 4 ����������0
�������������0������0���������0100%����
���� AM ���������������1 
� ��0AM ������������M������������0�����
�������0������� 9 ������������M��������1
����0������������� DSE�Dark Septate Endophyte������
�1DSE ����������0����������������������
�����Zubek et al., 2010��0�������������1���0����




�������������������������� AM ������ 
� AM ���������� 11 ���� 6 ����0������������
�0������������0����0������0����������
�0��� AM � MOTU ������1������������������
��0��� AM ������������������������1��0�




�� AM ���������������������1AM ��0������
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����������������������������Aglaophyton major �
����������������������Remy et al., 1994�����AM �




����� AM ����������� AM �����������������
�����������1����������� 13 ������ AM ����
���������������������������������AM ��
�������������������1����AM ���������m�
���������� 13 ��������m������������1 
� �������������������m���1 ����������� 1 �
� AM ������������������� PCR ������������
�����m��������������������1����������
������� AM ����������������������������




����������Bischofia javanica Blume������� AM ��������
������������1������������m�����������
����m������m�����������1�������������




������������� AM ������ 
� ���2008���������������40 � 73 ����������� Glomus
�� Septoglomus ��������� Gigaspora ������������
Diversispora ����������� Acaulospora �� AM �m������1��
�������� 4 � 5 �� AM ����������������m����
�1���������������������������Glomus ��
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Septoglomus �0Acaulospora �� 3 ��������������� Acaulospora �
������������� 1 ������0������ 10 ��������
�� AM ����������������0����������������




����������������� 1 cm ��������0��������
�0������������� m ����0����������������
��������������������0����������������
�� AM ���������������� 
 
����AM ���� 






















��0��� AM ����������������������1 
 
���� 







���0�������0������������� AM � DNA �����0
�� 1 ����������������0�����������������1 
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The Ogasawara Islands are oceanic islands that locate 1,000 km south of the 
metropolitan Tokyo, and have unique and fragile ecosystems. It is very important to clarify 
ecosystem or connections among different kind of organisms living there for their relevant 
conservation. In the Ogasawara islands, plant-pollinator systems have been well studied. In 
contrast, there are very few studies on mycorrhizal symbiosis. Especially, study on 
arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis, which is known as one of the important mutual 
relationship for land plants is few.  
The AM symbiosis was reported to promotes plant growth and increases tolerance 
against environmental stress. AM colonization is known in ferns, even in their gametophytes. 
Gametophyte seems to suffer more than sporophytes by environmental stress during their 
establishment to new habitats. Therefore, AM symbiosis may play more important roles in 
fern gametophytes growing in oceanic islands. However, no study has been conducted on 
AM symbiosis of ferns in the Ogasawara Islands. That is the reason why I studied AM 
colonization in fern gametophytes there. 
In the present study, fern gametophytes were collected at 5 localities in the Ogasawara 
Islands (Chichijima and Hahajima). The samples were divided into two pieces, one was used 
for resin section preparation or trypan blue staining for detecting AM fungi. The remaining 
half was used for species identification of ferns and AM fungi colonizing in fern 
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gametophytes. Nucleotide sequences of chloroplast rbcL gene of ferns and the 28S rDNA 
region of AM fungi were directly sequenced for their DNA barcoding. 
As a result of molecular identification of the sampled gametophytes, 15 species (10 
families) of ferns were identified. Most fern gametophytes were obtained from the islands 
where their sporophytes are also distributed. However, the gametophytes of the following 
two species: Diplazium wichurae (Mett.) Diels and Osmunda banksiifolia (C.Presl) Kuhn) 
were collected also from the island (Chichijima or Hahajima) where the distribution of their 
sporophytes was not recorded. These results suggested that fern spore moves between the 
islands which are about 50 km apart. 
By the observation of resin sections of the sampled gametophytes, arbuscule-like hyphal 
structure was detected in the 13 gametophyte samples. Aseptate hyphae (another character 
of AM fungi) were also observed in the gametophytes of three fern species by trypan blue 
staining. The AM colonization was revealed in these fern species growing in the Ogasawara 
Islands. 
In total, 25 rDNA sequences of AM fungi were obtained from the gametophytes of 11 
fern species. The AM colonization of ferns in the Ogasawara Islands was confirmed by this 
molecular analysis of AM fungi. In the molecular phylogenetic tree based on the rDNA 
sequences, 18 MOTUs, each with more than 97% of sequence similarities were recognized. 
Among them, 8 MOTUs (Glo1~6, Sep1, Aca1) belonged to three genera of AM fungi 
(Glomus, Septoglomus, and Acaulospora), 5 MOTUs (Unc1~5) belonged to unclassified 
AM fungi, and the remaining 5 MOTUsNew1~5belonged to AM fungi whose similar 
sequences were not found in the DNA data bank. There was no AM rDNA sequences, which 
were detected both from Chichijima and Hahajima. Multiple AM MOTUs were detected 
from the gametophytes of 6 fern species. Moreover, 5 AM MOTUs were detected from 
multiple species of ferns. These results suggested that there is no species-specific 
relationships between ferns and AM fungi in the Ogasawara Islands.  
Some AM MOTUs included the sequences of AM fungi from North America, Central 
America, Europe, Asia, etc. On the other hand, no AM rDNA detected in this study having 
exactly the same nucleotide sequence between Chichijima and Hahajima as mentioned 
above. Two possibilities were considered to explain these results. (1) Number of samples 
analyzed in this study was too limited comparing with very large AM flora in the Ogasawara 
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Islands. (2) The AM flora were differentiated even between Chichijima and Hahajima by 
the human impacts to change the biota of the islands. 
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